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COMMUNICATIONS 
Comportement de Srucel/a abortus 
dans les phagocytes 
Le test immunophagocytaire d'activité des vaccins 
ontibrucelliques et de leurs immunostimulants 
par L. 1\1. JouBERT et L. R. VALETTE (*) 
1. - PRINCIPE 
L'immunité au cours de maladies bactériennes chroniques, en 
particulier la Brucellose des Ruminants, se fonde sur une réaction 
cellulaire et, plus spécialement, l'apparition d'immunphagocytes. Le 
comportement in vivo-vitro de Brucella abortus dans les phagocytes 
d'animaux neufs et les immunphagocytes d'animaux préalable­
ment immunisés, a été étudié dans le dessein de proposer un test 
immunophagocytaire d'orientation, pour Je contrôle comparatif de 
l'activité des vaccins antibrucelliques bovins (50) et de la valeur des 
immunostimulants d'association (25). L'influence des anticorps 
sériques agglutinants, opsonisants et bactéricides a été exclue. 
Il. - MATÉRIEL, MÉTHODE ET TECHNIQUES 
La méthode suivie s'inspire essentiellement des travaux de 
ELBERG (12, 13, 14), de STINEBRING (47), de BnAlil'i (ti) et de FAUVE 
et DELAUNAY (11, 15, 16, 17, 18). En résumé, des cultures en survie 
de macrophages, issus d'animaux donneurs (souris ou bovins neufs 
ou vaccinés contre la Brucellose), sont infectées à l'aide de diverses 
souches vivantes de B. abortus (virulente S, mutant R, B 19, 
(*) Avec la collaboration technique de Mmes M. GAUTllEY et '.\L LIVROZET. 
Bull. Acad. Vét. -Tome XXXX (l\lars 196i). -Vigot Frères, Editeurs. 
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45-20), dont le comportement intracellulaire en phagocytes et 
immunphagocytes est alors étudié, selon la forme R ou S de la 
souche infectante, le temps de contact cellule-bactérie, la durée de 
l'observation des cellules infectées, Je nombre de cellules infectées 
et l'immunité de l'anima] donneur de cellules, procurée par divers 
types de vaccins antibrucelliques (B 19, H 38 et 45- 20). 
1. - Animaux donneurs. 
a) Espèces donneuses. - Ont été choisies la souris d'une part 
(lignée S. P. F. « R. A. P. n de 18 à 20 g) et la vache en étable d'ex­
périence (race charolaise, primipare). 
b) Vaccins utilisés. - Trois types de vaccins brucelliques ont 
été employés, un mois avant le prélèvement cellulaire : 
- virus-vaccin atténué B 19 (BucK), \Veybridge, Angleterre, 
à B. abortus S, injecté sous la peau, à la dose de 4 .109 bactéries 
vivantes chez la souris, de 60 .109 bactéries vivantes chez ]a vache; 
- vaccin inactivé H 38 (RENOux), France, à B. melitensis S, 
injecté sous la peau à la dose de 0,2 ml (souris) et 3 ml (vache) 
de 4,5 .1011 bactéries tuées ; 
- vaccin inactivé 45-20 (Mc EwEN) Grande-Bretagne, à B. abor­
tus R, à la dose de 0,2 ml (souris) et 3 ml (vache) de 3 .1011 bac­
téries tuées. 
c) Excipients d'association. - Le vaccin B 19 est en excipient 
aqueux, les vaccins inactivés en excipient gras spécial (mayoline­
arlacel minérale) ou en excipient W. L. 674 B (mélange d'hydro­
carbures paraffiniques sélectionnés en raison de leur fluidité et de 
glycérides oléiques polyoxyéthylènés comprenant des huiles végé­
tales de noyaux transestérifiées, le Labrafil l'\1. 1944, C) (25 ). 
2. - Cultures de macrophages. 
a) Prélèvement chez l'animal donneur : chez la souris, par ponc­
tion et lavage du péritoine avec du liquide de HANKS-lactalbu­
mine hépariné, puis dépôt immédiat dans un récipient en verre 
à + 4 oC, afin d'éviter l'adhérence des cellules aux parois. (Photo 
n° 1) ; chez les bovins (de sérologie et allergie spécifiques connues), 
par ponction jugulaire de 10 ml de sang sur 0,8 ml d'héparine, 
puis addition de 20 ml d'eau distillée stérile et de 5 ml d'eau salée 
à 4,5 p. 100 (élimination des hématies) ; enfin centrifugation et 
lavage en solution de HANKS-lactalbumine. 
b) Culture en survie - Après numération à la cellule de Thoma, 
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PHOTO n° 1 
Macrophages-phagocytes obtenus après lavage non irritant du péritoine de 
souris. Culture en survie de 24 heures (May Grunwald Giemsa G x 150). 
la concentration en cellules est ajustée à 1 X 106/ml. Une vérifi­
cation morphologique porte sur une proportion au moins égale à 
80 p. 100 de monocytes et d'histiocytes. La suspension cellulaire 
est répartie en tubes de LEIGHTON, à raison de 2 ml par tube, en 
milieu de HANKs-lactalbumine, additionné de 10 p. 100 de sérum 
de veau, vierge d'anticorps. Le changement du milieu intervient 
le 2e jour. 
3. - Infection d'épreuCJe des cellules en culture. 
a) Souches d' épreuCJe. - Elles correspondent à 3 souches : 
- souche CJirulente de référence S, B. abortus 544 de Weybridge, 
ainsi qu'un mutant R de cette souche ; 
- souche atténuée S, B 19 de BucK ; 
- souche aCJirulente R, 45-20 de Mc EwEN. 
Après 48 heures de culture sur milieu Trypticase BBL, la culture 
est récoltée en eau salée à 9 p. 1.000 et la suspension bactérienne 
ajustée à 4 .106 bactéries/ml à l'opacimètre-photomètre KLETT-
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SuMERSON (écran bleu). Le contrôle du taux de bactéries revivis­
cibles s'opère en plaques gélosées Trypticase BBL (3 boîtes par 
dilution et 3 dilutions 10-4, 10-5, 10-6), en technique normale et 
en technique à la microgoutte (0,02 ml) (Photo no 2). 
PHOTO n° 2 
Deux aspects de la technique de numération en microgouttes 
sur boîtes de Pétri. 
h) Infection d'épreuve des cellules. 
Après 2 à 6 jours de culture en survie, les cellules sont étalées 
sur des lamelles, le milieu d'entretien remplacé par la suspension 
de Brucella infectantes en milieu de HANKs-lactalbumine, à des 
concentrations variables entre 4 .106 et 10 .106 bactéries/ml. Le 
contact des bactéries et des cellules est assuré pendant des pério­
des de 1 h à 24 h. 
4. - Lecture. 
Deux types de lecture complémentaires de l'activité phagocy­
taire se proposent : 
- la numération directe sur plaques gélosées, en dilutions sériées 
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de base 10, des Brucella d'épreuve dans les cellules, dont l'aspect 
est également apprécié (normal, en voie de lyse, condensations 
nucléiques avec survie : Photos n°s 3 et 4). 
PHOTO n° 3 
Multiplication très importante de Brucellas abortus virulentes, 
en phagocytes normaux témoins, issus de souris immunologiquemenl 
neuves. 48 heures après l'épreuve. 
(En 1, coloration au May Grunwald Giemsa G x 600; en 2, immu­
nofluorescence G x 160). 
Les lamelles porteuses de cellules infectées sont : 
- ou prélevées, rincées, broyées en eau physiologique à l'aide 
de bille de verre, puis congelées et décongelées pour faciliter l' écla­
tement des cellules; 
- ou soumises à l'action d'une solution d'antibiotiques de 
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concentration calculée (après divers essais : streptomycine à 
20 mg/l), pour détruire les bactéries extra-cellulaires en respectant 
les bactéries intracellulaires ; 
PHOTO no 4 
Multiplication, dans l'ordre de plus en plus forte, de Brucella 
abortus virulentes d'épreuve (souche 544) en immunphagocytes issus 
de souris vaccinées un mois auparavant avec le vaccin vivant B 19 
(en 1), le vaccin inactivé S, H 38, en huile hydrodispersible WL (en 2: 
aspect normal ; en 2', condensations nucléiques bactériennes avec 
survie cellulaire), et le vaccin inactivé R, 45-20, en excipient huileux 
(en 3 : macrophage très infecté en voie de lyse), après 48 heures 
(May Grunwald Giemsa G x 600). 
- la numération indirecte des Brucella d'épreuve dans les cellules, 
par comparaison avec un tube témoin non infecté, des germes extra­
cellulaires, sur plaques gélosées en dilutions sériées de base 10. 
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Ill. -- Rf:SULTATS 
En accord avec les observations de Hou.AND et de P 1 c KETT (2:�), 
de FREEMAN et Coll. (21), de TttoRrE (49), de SuTER (48), il semble 
que cinq facteurs influent différemment sur la multiplication des 
Brucella d'épreuve au sein des phagocytes et des immrmphaf{ocytes. 
1° Forme H ou S de la souche d'épreuve. 
La multiplication intracellulaire de la souche virulente de réfé­
rence S 544 de Weybridge et celle de son mu tant H paraissent paral­
lèles jusqu'à la 24e heure. Au-delà, la multiplication de la souche H 
paraît régresser, mais, en réalité, les bactéries H entraînent un 
taux de lyse cellulaire très élevée, grâce à la production d'une glu ­
tamate oxydase très puissante [THORPE (49), FREEM.n (21)]. 
Comme l'indiquent FAUVE et DELAU'.'i'AY (17), les bactéries S 
s'entourent de vacuoles, sans dégranulisation cytoplasmique. 
2° Temps de contact cellule-bactérie. 
Après 5 heures de contact la multiplication intracellulaire de 
Brucella ne paraît plus affectée, délai choisi pour les essais ultérieurs. 
3° Durée d'obserMtion des cellules infect,ées. 
La différence maximale de la multiplication des Brucella d'épreuve 
en phagocytes d'une part, en immunphagocytes d'autre part, se 
situe à la 4ge heure, temps fixe choisi pour les essais ultérieurs. 
4° Concentration des cellules observées. 
Une trop grande concentration de cellules emble nuire à l'ob­
servation et le taux de 1.106 cellules/ml a été arrêté, après confron­
tation des résultats obtenus avec des taux variant de 0,5.  106/ml 
à 4.106/ml. 
5° Immunité initiale de l'animal donneur. Phagocytes et immun­
phagoC?jtes. 
Observation fondamentale, les Bruce/la d 'épreuve se multiplient 
dans les cellules après une phase initiale d'englobement et de diges­
tion partielle, d'autant plus vite que les cellules proviennent d'ani­
maux donneurs vierges (phagocytes témoins), d'animaux donneurs 
vaccinés, dans l'ordre, à l'aide d'un vaccin inactivé R (45-20 
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�le EwE'.11), d'un vaccin inactivé S (H 38 RE'.lloux), enlin, d'un 
virus-vaccin atténué (B 19 BucK), le meilleur immunigène. 
Le calcul d'un indice de réduction : 
1 = Nombre de bactéries vivantes dans les phagocytes témoins 
Nombre de bactéries vivantes dans les immunphagocytes 
témoigne de cette hiérarchie de valeur, puisque, dans l'ordre, il 
s'évalue à 1, 0,84, 0,68 et 0,46. 
La valeur des excipients associés aux vaccins inactivés semble 
également importer, la primauté revenant à l'immunostimulant \YL 
sur l'excipient gras classique (mayoline-arlacel minérale). 
IV. - DISCUSSI0'.'1 
1° Sur le plan pratique. 
Il semble que le test de l'immunophagocytose, contrôle d'orien­
tation in vivo-vitro de l'activité des vaccins antibrucelliques, en 
établisse un classement de valeur. 
Une expérimentation de contrôle in vivo portant sur 500 cobayes, 
3.000 souris, et 250 bovins paraît confirmer d'une part ce classe­
ment, d'autre part l'influence de l'immunostimulant associé aux 
vaccins inactivés, enfin la valeur du test approché de l'immuno­
phagocytose (Tableau n° 1). L'immunité y est exprimée : 
- en protection totale, « tout ou rien ))' vis-à-vis de l'infection 
d'épreuve, chiffrée en pourcentage d'animaux totalement indemnes 
de Brucella après vaccination, puis inoculation virulente d'épreuve 
relativement faible, 15 .106 bactéries/544, type « spontanée n, enfin 
abattage et culture des divers organes-repaires de Brucella (rate, 
foie, rein, ganglions lymphatiques : 20 prélèvements par animal 
abattu); 
- en protection partielle, «plus ou moins))' vis-à-vis de l'infection 
Multiplication intrecellulaire des Brucellas d'épreuve en phago­
cytes et immunphagocytes de Souris, immunisées au préalable par 
trois vaccins : H 19, H 38, 45-20. 
1 = Xombre de bactéries vivantes dans les phagocytes témoins 
Nombre de bactéries vivantes dans les immunphagocytes 
Cet indice de réduction de la multiplication intracellulaire cons­
titue le test de l'immunophagocytose, contrôle d'orientation de 
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TABLEAU ;110 1 
Activité comparée in vivo, en protection totale ou partielle, de trois vaccins antibrucelliques (B19, H38, 45-20) 
sur cobaye, souris et bovins. Influence de l'excipient (gra.� ou ll"L) 
sur le taux de protection procuré par les vaccins inactivés HBS et 115-:!0 
Résultats Epreuve 
Lecture : % protection 
(après 10 semaines) (après 6 semaines) 
Type Nombre Vaccin inactivé Vaccin inactivé de de bactéries Virus vaccin 
Animaux Protection infectantes atténué S H38 R 45-:W 
B. abortus 544 S B19 + Exc. gras + 
WL 
+ Bxc. gras + WL 
----
Cobaye Totale 100 Dl50 71, % 8'1 % 90 % 50 % 58% 
1 Dl50 = 200 
bactéries 
Partielle 102 à 106 80 % 88 % 93 % 5» 0/ -
/o 
60 % 
Totale 100 Dl50 82 % 96% 100 % 59 % 62 
o;, ,o Souris 
1 Dl50 = 1.000 
bactéries Partielle 102 à 106 84% 97 % 100 % 60 % 64 % 
Bovins 
1 Dl50 = 15.1oe Totale 100 Dl50 55% 
bactéries 1 
75 % / 25 % / 
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d'épreuve, chifîrée chez les animaux imparfaitement protégés, par 
l'indice de réduction du nombre de colonies de Brucella isolées des 
organes (épreuve fixe chez les bovins), soit encore par le pourcen­
tage des organes infectés devant une épreuve plus ou moins forte 
{épreuve variable chez les animaux de laboratoire). 
2° Sur le plan dogmatique, il semble: 
- que l'immunité anti-brucellique ne demeure que relatiw:, 
puisque le taux statistique de protection totale n'excède guère 
50 p. 100 dans les meilleures conditions ; 
- que le parallélisme entre forme S de la souche vaccinale et 
immunité s'affirme pour Brucella, selon une règle immunologique 
très générale ; 
- que le choix de l'immunostimulant associé aux vaccins inac­
tivés soit important pour une activité optimale des immunigènes. 
Cü'.'!CLUSIO'.'IS 
1° L'étude du comportement in vivo-vitro, soit de phagocytes 
issus d'animaux donneurs neufs (souris ou bovins), soit d'immun­
phagocytes issus d'animaux donneurs immunisés (vaccins atté­
nués S : Il 19, vaccins inactivés S : H 38 RE'.'IOUX el R : 45-20 
Mc EwEN) devant une infection de Brucclla d'épreuve, révèle des 
différences marquées. 
2° L'influence de la forme Rou S de la souche d'épreuve, du temps 
de contact cellule-bactéries, de la durée d'observation des cellules 
infectées, de la concentration des cellules observées, enfin et sur­
tout de l'immunité initiale de l'animal donneur parait d'une 
netteté satisfaisante et statistique. 
3° L'immunisation initiale des animaux donneurs à l'aide des 
vaccins B 19, H 38 et 45-20 semble, dans l'ordre, aflirmer une décrois­
sance de l'activité immunigène, en même temps que l'importance 
de l'immunostimulant associé aux vaccins inactivés. 
4° t::ne confirmation in vivo sur cobayes, souris et bovins, parait 
vérifier cette hiérarchie de valeur et autorise à proposer le lest de 
l'immunophagocytose comme contrôle d'orientation de l'activité 
des vaccins antibrucelliques destinés aux bovins. 
(Ecole Nationale Vétéri­
naire, Service de Maladies 
Contagieuses et Institut 
Mérieux, Lyon). 
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DISCUSSION 
L. P1Gou RY. - Il y aurait, semble-t-il, intérêt à essayer de vérifier l'exis­
tence d'une corrélation entre les résultats du test immunophagocytaire et 
l'immunité réelle antibrucellique, c'est-à-dire la protection efficace contre 
l'avortement. 
On pourrait, par exemple, rechercher si les vaches ayant avorté de brucel­
lose authentique, donc ne possédant pas d'immunité contre cette affection, 
présentent un test immunophagocytaire négatif. 
D'autre part, on peut se demander si les vaches vaccinées, fournissant un 
test fortement positif, résistent mieux à une infection brucellique, expéri­
mentale ou spontanée, que les sujets pour lesquels le test est faiblement 
positif ou négatif. 
